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氏　　　名 つばさ　やすひろ
坪佐　恭宏
学位論文題目
E鮎ctS Of DOP－PCR anplincation andlabeling methodS On　the
畠enSitivity and speci丘city ofmetaphase－and array－ba畠ed comparative
genomichybridi2：ation＄
（メタフェーズCGHとアレイCGHの感度と特異度におけるDOP－PCR増
幅と標識方法の影響）　　　　　　　　　　　　・
目的
CGHは不安定なゲノム配列の領域にある新規癌遺伝子の探究だけでなく、単一腫瘍内での局在に
よる腫瘍細胞の不均一性を解明するために用いられている。一方、正常細胞や異倍体腫瘍細胞の混
入、PCRによるDNA増幅、プローブ標識方法などの園子が、CGHのコピー数の増減の感度や特異度
に影響していると考えられている。本研究の目的は正常細胞混入、DOP・PCR増幅、プローブ標識方
法〔ニッタトランスレーション標識（以下NT標識）とランダムプライミング標識（以下RP標識）〕
のCGHの感度と特異度への影響度を評価することである。
方法
2倍体細胞よりもコピー数変化を捉え難い近4倍体細胞株であるKat0－I工Iと健常男性の末梢血リン
パ球を使用した。それぞれDNAを抽出し、一部はDOP－PCRにて増幅した。
DOP・PCRは2段階にわけて行った。第一段階としてサーモサイクラー（ModelPTClOO，M
Research，hcリWatertown，MA）で低温条件下で5サイクルのPCRを行い、第2段階ではライトサ
イクラー（Ro血e，Mannheim，Germany）で高温条件下でPCRを行った。
Ka七0－IIIの2，3，4，6，7，9，11，13，18番染色体を2色FISH法にて同定した。
Kato－HIと正常リンパ球のDOP・PCR増幅しないDNAと増幅したDNAにおいて、Kato－工IIが細
胞数比で50％、60％、80％、100％となる担合モデルを作成した。
DOP－PCR増幅の有無、細胞数比、プローブ標識方披くNT標識とRP榛酷）のそれぞれの条件下で
メタフェーズqGHとアレイCGHを施行した。メタフェーズCGHのプロトコールはKam址a血ら
（CancerGenetCytogenet2002）の方法に従い、アレイCGHはGenoSensorArray300（Ⅴ如is）を
使用した。
結果
Ka七0－II王の2、3、4、6、7、8、9、11、13、18番染色体ゐコピー数をCGHプロファイルとFISH
法により決定した。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
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（統　轟和
メタフェーズCGHにおいては、DOP－PCR増幅に関係なく正常細胞浪人によりG侃比のシフトの
程度は低下した。RP標識においては、コピー数増加の実験値のG侃比は、FISHで確定したコピー数
と正常細胞混入比から計算した理論値に非常に近いシフトを示した。一方、NT標識においては、1コ
ピー増加の検出感度は一部で理論値よりも高くなっていた。コピー数減少のG侃比のシフトは標識方
法にかかわらず計算上の理論値より小さかった。1コピー減少の検出感度はRP標識の方が高かった。
コピー数の変化がない6、8、9、13qの染色体で偽陽性の結果が出たのはNT標識の方が多かった。コ
ントロールサンプル（正常細胞／正常細胞）においては、偽陰性のシフ．トは、NT標識にのみ一部に見
られた。
アレイCGHにおいて、標識方法に関わらず開催Pく0．01では1コピーの変化の検出は困難であった
が、偽陽性は稀であった。駒値で偲＞1、2ノく0．85では検出感度は高くなったが、偽陰性の頻度が増加し
た。RP標識ではDOP－PCRの有無で検出感度はほとんど変わらなかったが、刀OP－PCRを行えば偽陽
性率は増加した。NT標識では、DOP－PCR増幅によりコピー数減少の検出感度が著しく低下し、偽
陽性率29％で、コピー数の減少と増加が逆の部位も認めた。
アレイCGHにおいて、RP標識では、開催Pく0．01ではDOP－PCRの有無でのローカス毎のコピー
散の増減の一致は15／34で44％であった。開催T／R＞1．2／く0．85では、一致は53／83で64％であった。
NT標識では一致率は低下した。RP標識において、3　コピー増加と　2コピー減少の部位では
DOP・PCRの有無で完全に一致した。‘2コピー増加では5／了で71％、1コピー減少では尉10で60％の
一致率であった。1コピー増加は一撃する部位がなかった。
緒論
DOP－PCR増幅せず、RP標識で行うCGHで最も良好な感度と特異度を得られた。RP標識であっ
ても、1コピーのlossを感知するには十分ではなく、開催の設定を修正する必要があった。特異度に
関しては、偽陽性のgainはm標識とDOP・PCR増幅に多く認められた。DOP－PCRでは増幅による
バイアスがあったのではなく、DOP・PCR増幅サンプルを使用したCGHと使用しなかったCGHで
の、染色体の部位毎の一致率を減少させる原因となるノイズレベルの上昇があった。
この点はRP標識により部分的に改善されたことより、マイクロダイセクションのサンプル使用の場
合、異倍体細胞の1コピーの変化を感知するた酬こはDOP－PCR増幅でのアレイCGHは信頼できる
ツールとなりえる。
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学位論文審査の結果の要旨
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（学位論文審査の結果の要旨）
CGH（comparative genomic hybridization）はこれまで多くの腫瘍に対
して使用されてきているが、微量サンプルの増幅を目的としたPCRと、これ
まで用いられてきたNick translation標識の検出感度と特異度に対する影
響を検討した報告はほとんどなかった。本研究は、4倍体である胃癌細胞株
Kato－IIIを使用し、FISHとCGHにより絶対的コピー数を決定し、これを‘基
準にDOP－PCR（degenerate oligonucleotideqprimed polymerase chain
reaction）増幅と標識方法（Nick translation標識とRandom priming標
識）によるMetaphase CGHとArray CGHの結果に対する影響を比較検討し
たものである。その結果、（1）1コピー変化の検出感度、特異度の検討が
可能であった。（2）Metaphase CGHでもArray CGHでも染色体の領域とし
ての増減についてはDOP－PCRの影響は小さいと考えられた。（3）Random
priming標識の方がNick translation標識よりも検出感度は高く、偽陽性
率は低かった。
本研究によりCGHでのRandom priming標識は優れた方法であることが示
され、1コピー変化の検出の可能性を指摘したもので、博士（医学）rの学位
を授与するに値すると評価された。
（平成／7年2月　7日）
